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Nesse estudo, foi proposto o uso de um biossorvente, a bráctea, como fase 
extratora para a técnica de extração em ponteira descartável (DPX) para 
determinação dos fármacos carbamazepina, cetoprofeno, diclofenaco, losartana e 
naproxeno em amostras de água de efluentes hospitalares. A determinação dos 
analitos foi realizada através da técnica de cromatografia líquida de alta eficiência 
acoplada a um detector por arranjo de diodos e a um detector por fluorescência 
(HPLC-DAD/FLD). As otimizações dos parâmetros que afetam a eficiência da técnica 
foram avaliadas empregado planejamentos experimentais univariados e 
multivariados. As condições ótimas do procedimento de extração foram 800 µL de 
amostra em 11 ciclos, onde cada ciclo foi de 30 segundos, pH da amostra mantido em 
3, utilização de 5 mg de bráctea e adição de 25% de NaCl (m/v). Para a etapa de 
dessorção, as condições otimizadas foram 100 µL de uma mistura dos solventes 
metanol e acetonitrila (50:50, v/v), utilizando-se 7 ciclos de 30 segundos. Parâmetros 
analíticos de mérito foram avaliados e o método apresentou resultados satisfatórios 
com limites de detecção variando entre 0,03 µg L-1 para o naproxeno e 3,03 µg L-1 
para o cetoprofeno e limites de quantificação variando de 0,10 de µg L-1 para o 
naproxeno a 10,00 µg L-1 para o cetoprofeno. Os coeficientes de correlação obtidos 
variaram entre 0,9898 para a losartana a 0,9999 para o cetoprofeno. A exatidão do 
método foi avaliada por meio de testes de recuperação relativa dos analitos, 
alcançando uma variação entre 67 a 134%. A precisão foi verificada através de 
desvios padrões relativos (RSD %) e ensaios interdia e intradia foram empregados. A 
precisão intradia (n=3) e interdia (n=9) apresentaram valores inferiores a 20%. O 
método desenvolvido foi aplicado em amostras de efluentes hospitalares. 
 





O avanço nas pesquisas em busca do tratamento de doenças, trouxe um 
acréscimo no consumo de medicamentos pela população. No entanto, estima-se que 
no máximo 50% da dosagem de um medicamento seja metabolizada pelo organismo 
humano, o restante acaba sendo excretado em esgoto doméstico1. Além disso, existe 
um vasto número de fármacos disponíveis à venda sem prescrição médica, este fato 
em conjunto com a constante procura pelo bem-estar, faz com que parte da população 
mantenha um estoque de determinada medicação, a qual pode não ser utilizada antes 
de seu vencimento2. Apesar da maioria das farmácias e postos de saúde brasileiros 
possuírem coleta de fármacos vencidos, muitas vezes os mesmos são descartados 
de maneira não adequada e acabam contaminando os recursos naturais1,3. 
Recentemente, o monitoramento de fármacos no meio ambiente vem ganhado grande 
interesse, pois muitos desses compostos já foram detectados em efluentes de 
Estações de Tratamento de Esgoto (ETEs) e águas naturais1. O acúmulo desse tipo 
de substância na água, mesmo em concentrações baixas, pode causar efeitos 
adversos à saúde em seres humanos e em outros organismos3.  
Em análises de amostras ambientais, muitas vezes, é essencial realizar uma 
etapa de preparo de amostra, visto que a maioria das matrizes são complexas e os 
analitos estão presentes em concentrações muito baixas. Diante disso, busca-se usar 
preparos de amostras que tenham como características a simplicidade, boa 
reprodutibilidade, baixo custo e geração mínima de resíduos4. Nesse sentido, a 
extração em ponteira descartável (DPX) se destaca, pois essa é uma técnica que 
utiliza uma pequena quantidade de um material extrator em uma ponteira, sendo 
assim uma técnica de baixo custo, além de gerar pouca quantidade de resíduos e ser 
de fácil manuseio. Outra vantagem associada à DPX é a possibilidade de desenvolver 
novas metodologias abrangendo diferentes fases extratoras, visando aumentar a 
eficiência e a seletividade na extração de diferentes compostos. Recentemente, 
grande ênfase vem sendo dada para a utilização de materiais biossorventes, tal como 
a bráctea, como fase extratora em técnicas de microextração.  
Diante do exposto, este estudo propõe o uso de um biossorvente, a bráctea, 
como fase extratora para a técnica de DPX para determinação de carbamazepina, 








Segundo a definição da ANVISA, fármaco é o termo usado para qualquer 
substância que tenha propriedades farmacológicas com finalidade medicamentosa, 
utilizada para diagnóstico, alívio ou tratamento, empregada para modificar ou explorar 
sistemas fisiológicos ou estados patológicos, em benefício da pessoa na qual se 
administra5.  
Atualmente, no Brasil existem mais de 3000 fármacos registrados e esses 
podem ser classificados com base na sua origem, modo de ação, estrutura química 
ou doença tratada6. Em relação aos fármacos analisados nesse estudo, a 
carbamazepina pertence à classe dos anticonvulsivantes e é principalmente utilizada 
no tratamento de epilepsia7. O cetoprofeno, diclofenaco e o naproxeno possuem 
atividade anti-inflamatória, analgésica e antitérmica e, portanto, são utilizados no 
tratamento de dor e inflamação8,9,10. O principal uso da losartana é no tratamento de 
hipertensão, mas esse medicamento também vem sendo utilizado em casos de 
insuficiência cardíaca11. A Tabela 1 apresenta as estruturas desses compostos, como 
também algumas de suas propriedades físico-químicas.   
 O descarte incorreto dos fármacos e a falta de um método adequado para a 
eliminação dos mesmos no tratamento de água residuais de origem doméstica, 
hospitalar e industrial, faz com que estes tipos de compostos sejam encontrados em 
níveis traços no meio ambiente12. Devido a diversidade de estruturas químicas e 
propriedades dos fármacos, o verdadeiro impacto desses tipos de compostos na 
saúde humana é ainda não é totalmente conhecido13. Contudo, sabe-se que a 
bioacumulação dos fármacos pode acarretar diversos efeitos prejudiciais à vida 
aquática, podendo causar danos morfológicos, metabólicos e até alterações 
sexuais12. 
 A preocupação com micropoluentes, tais como os fármacos, e a dificuldade de 
identificação dos mesmos no meio ambiente, fazem com que sejam desenvolvidas 
pesquisas e novos métodos analíticos para extração e quantificação destes 





Tabela 1. Estruturas e propriedades físico-químicas dos fármacos usados como 
analitos no presente estudo. Fonte: Adaptado de Ying15. 
Analito Estrutura pKa logKow Classificação 
carbamazepina 
 




























2.2 Preparo de amostras 
 
O preparo de amostra pode ser considerado a principal etapa de uma análise 
química, pois é nela que ocorrerá a extração do analito presente na matriz, deixando 
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assim a amostra livre de interferentes que podem interferir no resultado e/ou danificar 
o equipamento analítico utilizado. Além disso, durante esta etapa, muitas vezes o 
analito também é pré-concentrado, considerando que frequentemente esses 
encontram-se em níveis traços na amostra. A utilização de um preparo de amostra 
inadequado pode afetar a exatidão, precisão e sensibilidade do método16.  
 O preparo de amostra varia para cada tipo de matriz e analito, mas de forma 
geral, é desejado que ele seja simples, rápido, de baixo custo, aumente a seletividade 
e a especificidade e utilize quantidades mínimas ou nenhuma de solventes 
orgânicos4,17,18. 
 As técnicas tradicionais de preparo de amostras são a LLE (Extração Líquido-
Líquido) e a SPE (Extração em Fase Sólida). Apesar de serem frequentemente 
utilizadas em procedimentos analíticos, essas técnicas apresentam algumas 
desvantagens, pois utilizam quantidades relativamente altas de solventes orgânicos, 
tornando-as danosas ao meio ambiente e à saúde do analista, além de serem 
laboriosas e propensas a perdas de analito, o que pode resultar em uma maior 
probabilidade de erros experimentais19. 
Diante dessa problemática, surgiu nos anos 90 a técnica de SPME 
(Microextração em Fase Sólida), e como consequência, outras técnicas de 
microextração foram/vêm sendo desenvolvidas e têm apresentado atualmente uma 
elevada importância, pois buscam a simplificação, miniaturização, automação e o 
emprego de técnicas livres de solventes orgânicos4,16. Exemplos dessas técnicas 
incluem a Extração Sortiva em Barra de Agitação (SBSE), a Microextração em Barra 
Adsortiva (BAµE) e a Extração em Ponteira Descartável (DPX). Dentre as técnicas de 
microextração citadas, a DPX foi selecionada para ser utilizada neste estudo como 
técnica de preparo de amostras. 
 
2.2.1 Extração em Ponteira Descartável 
 
 A Extração em Ponteira Descartável (DPX) foi desenvolvida em 2003, pelo 
americano Dr. William Brewer, e surgiu como uma nova abordagem à SPE 
convencional20. A técnica se fundamenta em um sorvente contido livremente no 
interior de uma ponteira, sendo completamente misturado à solução de amostra por 
meio de uma aspiração de ar. A ponteira utilizada trata-se de uma ponteira de pipeta 
modificada (Figura 1), onde uma pequena quantidade de sorvente fica dispersa entre 
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dois filtros – um localizado na parte inferior da pipeta, permitindo o fluxo bidirecional 
de fluídos ao mesmo tempo que retém a fase extratora, e o outro na porção superior, 
impedindo a contaminação da pipeta por qualquer material sólido ou fluído21. 
Geralmente, estes filtros são compostos por vidro sinterizado, polímero poroso ou 
membrana semipermeável20. 
 




 As etapas da DPX se baseiam na separação do analito promovida por 
afinidade. O método apresenta como etapas: (1) o condicionamento da fase extratora 
com solvente adequado; (2) aspiração da amostra líquida para o interior da ponteira; 
(3) aspiração de ar, resultando na mistura da amostra e fase extratora; (4) descarte 
da amostra; (5) lavagem com solvente e aspiração de ar para eliminação de 
interferentes; (6) eluição do analito utilizando o solvente mais adequado e aspiração 
de ar21. Após o procedimento, o extrato pode ser analisado em equipamento analítico 










Figura 2. Etapas envolvidas no processo de extração por DPX. Fonte: 
Adaptado de Bordin21. 
 
 
A extração por DPX apresenta características vantajosas, pois é um método 
simples e rápido, que emprega a utilização de pequenas quantidades da fase extratora 
e, consequentemente, pequenos volumes de amostra e solvente orgânico. Além disso, 
oferece alta recuperação e eficiência20,21. A aplicabilidade da DPX é vasta e abrange 
análises forenses, ambientais e alimentares. A técnica também faz uso de uma 













 Tabela 2. Trabalhos reportados na literatura utilizando a técnica de DPX como 
















































Conservantes Água HPLC-DAD Cortiça 
MORES, 
201719 
* Si3Py+Cl-: cloreto de 3-n-propil (3-metilpiridínio) silsesquioxano 
 
A primeira ponteira de DPX desenvolvida possuía como fase extratora 
partículas de C18 embutidas em um polímero22. Posteriormente, outros materiais 
sorventes foram introduzidos comercialmente, baseados em diferentes modos de 
interação, como por exemplo a DPX com sílica monolítica20,22. No entanto, existe a 
chamada DPX branco que é vendida com o objetivo de desenvolver fases extratoras 
alternativas às comerciais disponíveis. Na literatura, é possível encontrar trabalhos 
que utilizaram como fase extratora a modificação das partículas de C18 com albumina, 





 Atualmente, existem diversos sorventes comerciais disponíveis para as mais 
variadas técnicas de extração/microextração, porém, o uso de materiais naturais como 
alternativa para serem utilizados como fases extratoras têm se destacado, pois 
possuem fácil disponibilidade e pequeno custo.  Quando o material é de origem natural 
e possui propriedades adsortivas, denomina-se biossorvente29. Em química analítica, 
os biossorventes se destacam em processos de extração/microextração, pois 
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possuem boa estabilidade química e física, são ambientalmente amigáveis, além de 
possuírem fácil obtenção e baixo custo19. Na literatura, vêm sendo empregados 
principalmente na recuperação de metais30,31 e em análises de contaminantes 
emergentes19,32. 
 Há uma variedade de categorias para os biossorventes, incluindo fungos, algas, 
resíduos industriais e resíduos da agricultura. Neste último, se destaca os materiais 
lignocelulósicos, formados principalmente por celulose, hemicelulose e lignina, 
macromoléculas que conseguem interagir com uma variedade de compostos devido 
suas características estruturais29. 
Este trabalho propõe o uso de um material lignocelulósico, a bráctea, para ser 




A bráctea é um material natural lignocelulósico, proveniente da Araucária 
angustifólia, uma conífera conhecida popularmente como pinheiro, encontrada 
principalmente na região sul do Brasil33. A A. angustifólia produz a pinha – um cacho 
de sementes formado a partir da floração da espécie. A pinha é composta por 
espécimes masculinos e femininos, os quais possuem seus próprios estróbilos 
distintos. É no estróbilo feminino que se encontra as sementes (pinhões) e as 
brácteas, que são sementes não desenvolvidas34. A Figura 3 apresenta algumas 













Figura 3. (A) Árvore de A. angustifolia (B) Pinha (C) Sementes desenvolvidas 




O pinhão tem certa importância econômica e ambiental, pois além de estar 
presente na culinária brasileira, é também muito importante para a alimentação da 
fauna local. Estima-se que 15 a 20% da pinha seja composta por pinhões, sendo o 
restante constituído por brácteas, que normalmente são descartadas no meio 
ambiente33. Dessa forma, uma aplicação para a bráctea seria a utilização da mesma 
como biossorvente para o desenvolvimento de novas metodologias analíticas no 
emprego do preparo de amostras, considerando que esse material consiste de 45% 
de lignina e 46% de holocelulose (celulose e hemicelulose), biopolímeros com vários 
grupos químicos polares e apolares que podem participar de diversas interações com 
os analitos, incluindo sorção, complexação e troca iônica33.  
Para identificar grupos funcionais presentes na bráctea, em um estudo anterior, 
foi obtido um espectro de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) (Figura 
4) e para verificar a morfologia da superfície do material foi realizada uma microscopia 









Figura 4. Espectroscopia de infravermelho obtida da bráctea. Fonte: CARMO30. 
 
 
A Figura 4 mostra o espectro de FTIR obtido a partir da bráctea (200 mesh) que 
foi usada para preparar as ponteiras de DPX. A banda observada em 2923 cm−1 
corresponde ao estiramento de C-H e em 1052 cm−1 está relacionada ao estiramento 
da ligação C-O-C atribuída aos polissacarídeos e à lignina. A banda larga em 3439 
cm-1 é atribuída ao estiramento O-H. Este grupo funcional aparece na celulose e nas 
hemiceluloses presentes na bráctea. O pico observado em 1632 cm-1 é atribuído ao 
estiramento C=C dos anéis aromáticos que estão presentes na lignina. Esses 
resultados mostram uma composição química heterogênea deste material, 












Figura 5. Micrografia eletrônica de varredura obtidas da superfície da bráctea 
com Ampliação de 2000x. Fonte: CARMO30. 
 
Além disso, observando a Figura 4, nota-se que a morfologia deste material 
mostra uma superfície relativamente porosa, o que pode facilitar o processo de 
adsorção física dos analitos.  
Na literatura, encontram-se estudos com bons resultados que utilizaram a 
bráctea como biossorvente para SPME para determinação de pesticidas 

















3.1 Objetivo geral 
 
O objetivo geral desse estudo é desenvolver e aplicar uma metodologia 
analítica que utilize a bráctea como fase extratora para a técnica de extração em 
ponteira descartável (DPX) para determinação de carbamazepina, cetoprofeno, 
diclofenaco, losartana e naproxeno em efluente hospitalar por cromatografia líquida 
de alta eficiência acoplada com detectores por arranjo de diodos e fluorescência 
(HPLC-DAD/FLD). 
 
     3.2 Objetivos específicos  
 
 Otimizar a separação dos analitos utilizando o HPLC-DAD/FLD; 
 Otimizar os parâmetros da técnica de DPX, dividindo-se em: 
 tipo de solvente, ciclo e volume de solvente para a etapa de dessorção; 
 pH da amostra, ciclo, adição de NaCl e massa de bráctea para a etapa 
de extração; 
 Otimizar a etapa de limpeza entre cada experimento; 
 Determinar os principais parâmetros de mérito, incluindo limite de detecção 
(LOD), limite de quantificação (LOQ), coeficiente de correlação (R) e faixa linear 
de trabalho; 
 Determinar a exatidão do método através das recuperações relativas dos 
analitos; 
 Verificar a precisão do método através de desvio padrão relativo (RSD%) 
utilizando ensaios de precisão intradia e interdia; 
 Avaliar a robustez do método através do teste de Youden; 








4 Materiais e métodos 
 
4.1 Materiais e reagentes 
 
 Neste estudo, os padrões analíticos de diclofenaco, carbamazepina, 
cetoprofeno, losartana e naproxeno foram adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, 
EUA). Uma solução de trabalho foi preparada com uma mistura de cada analito em 
concentração de 50 mg L-1 em metanol obtido da J.T. Baker (Mallinckrodt, NJ, EUA). 
Os solventes acetonitrila e metanol, ambos grau HPLC, foram obtidos da J.T. Baker 
(Mallinckrodt, NJ, EUA). O ácido fórmico adquirido da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil) e 
a água ultrapura obtida a partir de um sistema de purificação de água (Mega Pureza, 
Billerica, EUA). A adição de sal na amostra foi avaliada utilizando de cloreto de sódio 
obtido da Dinâmica Química Contemporânea (São Paulo, Brasil). A extração foi 
realizada em uma ponteira DPX-Blank descartável de 1 mL (DPX Labs, Columbia,SC, 
EUA) e a dessorção foi realizada em frascos de 1 mL. Uma microsseringa Hamilton 
(Reno, Nevada, EUA) de 100 μL foi utilizada para injeção manual no cromatógrafo e 
um micropipetador manual de 100-1000 μL da Kasvi (China) e frascos de 10 mL foram 




 As análises foram realizadas em um cromatógrafo líquido, modelo LC 20 AT da 
Shimadzu (Kyoto, Japão), equipado com um detector de arranjo de diodos e um 
detector de fluorescência, modelo SPD-M20A, com loop de 20 µL e injetor manual 
Rheodyne 7725i (Rohnert Park, CA, EUA). Uma coluna C18 (250 mm de comprimento 
x 4,6 mm de diâmetro interno e espessura de filme de 5 μm) da Thermo (EUA) foi 
usada para separação cromatográfica. O fluxo de fase móvel foi de 1 mL min-1 
empregado no modo gradiente usando acetonitrila (A) e água ultrapura (B), ambas 
acidificadas com ácido fórmico, nas seguintes condições: 40% (v/v) da fase móvel A 
de 0 a 16 minutos; de 16 a 23 minutos a fase móvel A foi aumentada para 75% (v/v); 
de 23 a 25 minutos a condição inicial foi retomada. Os analitos cetoprofeno e 
carbamazepina foram analisados por detector por arranjo de diodos e os 
comprimentos de onda usados para as detecções foram ajustados em 255 nm para 
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cetoprofeno e 280 nm para carbamazepina. Os analitos diclofenaco, losartana e 
naproxeno foram analisados por detector de fluorescência. Para losartana utilizou-se 
os comprimentos de onda de excitação 259 nm e emissão 352 nm, com diclofenaco e 
naproxeno os comprimentos de onda de excitação e emissão utilizados foram 284 e 
352 nm, respectivamente. O software do LC solution (Shimadzu, Kyoto, Japão) foi 
utilizado para avaliar os dados obtidos. 
 
4.3 Preparo das ponteiras de DPX com bráctea 
 
 As brácteas utilizadas para preparar as ponteiras de DPX foram obtidas de 
árvores cultivadas na cidade de Curitibanos (Santa Catarina, Brasil). Essas brácteas 
foram trituradas em um moinho de facas e peneiradas em uma peneira com 
granulometria de 200 mesh, obtendo-se um pó de bráctea. Esse pó foi adicionado em 
uma certa quantidade na ponteira de DPX e selado com um filtro, então a ponteira foi 
condicionada utilizando 2 ciclos com 1000 µL de metanol e posteriormente 1000 µL 
de água ultrapura. 
 
4.4 Otimização do procedimento da DPX 
 
Os procedimentos de otimização do método foram realizados com uma solução 
contendo 300 µg L-1 dos analitos em água ultrapura em uma ponteira de DPX de 1 
mL. Os ensaios foram realizados usando a mesma alíquota para cada experimento. 
Inicialmente, para a etapa de extração, o volume de amostra foi mantido em 700 µL 
com 5 ciclos de 30 segundos de extração e alguns parâmetros foram selecionados 
para o estudo. Primeiramente, foi avaliado o pH da amostra variando-se entre 3,0; 5,0 
e 7,0. Em seguida, para a avaliação da massa de bráctea foram testados 5,0; 10,0; 
15,0 e 20,0 mg. Ambos estudos foram realizados de forma univariada. Posteriormente, 
a escolha do solvente ou mistura de solventes de dessorção (metanol, acetonitrila e 
água ultrapura) foi realizada através do planejamento simplex-centroide, sendo as 






Tabela 3. Experimentos realizados para a escolha do solvente de dessorção. 
Fonte: Autoria própria. 
Experimento MeOH (v/v)% ACN (v/v)% H2O U.P. (v/v)% 
1 100 0 0 
2 0 100 0 
3 0 0 100 
4 50 50 0 
5 50 0 50 
6 0 50 50 
7 66,6 16,7 16,7 
8 16,7 66,6 16,7 
9 16,7 16,7 66,6 
10 33,3 33,3 33,3 
11 33,3 33,3 33,3 
12 33,3 33,3 33,3 
 
A escolha do número de ciclos e do volume de solvente de dessorção foi 
realizada de forma multivariada pelo planejamento Doehlert, sendo apresentadas na 
Tabela 4 as faixas trabalhadas para as variáveis.  
 
Tabela 4. Tabela de experimentos utilizados no planejamento Doehlert. Fonte: 
Autoria própria. 
Experimento Ciclos Volume solvente (µL) 
1 1 200 
2 3 100 
3 3 300 
4 7 100 
5 7 300 
6 10 200 
7 5 200 
8 5 200 
9 5 200 
 
A avaliação da adição de sal, número de ciclos e volume de amostra foi 
realizada através de um planejamento multivariado composto central, sendo 
apresentadas na Tabela 5 os dados estatísticos gerados a partir da Equação 1. 
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Equação 1. Equação para obter o número de experimentos para análise 
simultânea dos parâmetros que influenciam a extração. 
 
n = 2k + 2k + Cp 
 
No qual n representa o número de experimentos, k o número de variáveis e Cp 
o número de replicatas no ponto central. 
 




Sal (% m/v) 
1 -1 -1 -1 
2 -1 1 1 
3 1 -1 1 
4 1 1 -1 
5 (C ) 0 0 0 
6 -1 -1 1 
7 -1 1 -1 
8 1 -1 -1 
9 1 1 1 
10 (C ) 0 0 0 
11 -1,67332 0 0 
12 1,67332 0 0 
13 0 -1,67332 0 
14 0 1,67332 0 
15 0 0 -1,67332 
16 0 0 1,67332 
17 (C ) 0 0 0 
 
Utilizando os valores representados na Tabela 5 e a Equação 2, foi possível 






Equação 2. Equação para obter o número de experimentos para análise 
simultânea dos parâmetros que influenciam a extração. 
 
No qual xi representa o valor codificado do planejamento dado pelo programa 
(Tabela), zi é o valor experimental do nível (incógnita),  ‘z o valor médio entre os níveis 
máximo e mínimo do parâmetro e Δz é a diferença entre o valor máximo e mínimo. 
 
Tabela 6. Planejamento composto central empregado na otimização da 
extração de fármacos por DPX. Fonte: Autoria própria. 
Experimento Ciclos Volume de amostra (µL) Sal (% m/v) 
1 3 300 6 
2 3 700 24 
3 9 300 24 
4 9 700 6 
5 (C ) 6 500 15 
6 3 300 24 
7 3 700 6 
8 9 300 6 
9 9 700 24 
10 (C ) 6 500 15 
11 1 500 15 
12 11 500 15 
13 6 164 15 
14 6 836 15 
15 6 500 0 
16 6 500 30 
17 (C ) 6 500 15 
 
Foi empregada uma etapa de limpeza com 6 ciclos de 1000 µL de ACN/MeOH 
50:50 (v/v), ao final de cada experimento realizado nas otimizações. Após otimizados 
todos os parâmetros de extração e dessorção, um estudo de forma univariada foi 
realizado para avaliar o número ideal de limpezas. 
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Tanto os modelos multivariados como os univariados, empregados nas 
otimizações e as análises dos dados, foram realizadas no software Statsoft Statistica 
8.0 (Statsoft, EUA) e Microsoft Excel 2016 (EUA). 
 
4.5 Parâmetros analíticos de mérito 
 
Os parâmetros analíticos de mérito foram obtidos através de curvas de 
calibração realizadas diretamente em água de efluentes hospitalares em 8 níveis de 
concentração para cada analito, com cada nível realizado em triplicata. Os parâmetros 
determinados foram limite de detecção (LOD), limite de quantificação (LOQ), faixa 
linear de trabalho e coeficiente de correlação linear (R). O LOQ foi definido como o 
primeiro ponto da curva analítica e o LOD como três vezes menor do que o LOQ.  
 
4.6 Exatidão e precisão do método proposto 
 
A exatidão e precisão da metodologia desenvolvida foram avaliadas através de 
extrações em amostra de água de efluente hospitalar fortificada em três diferentes 
concentrações para cada analito (0,1,100,0 e 400,0 µg L-1 para o naproxeno; 10,0, 
100,0 e 400,0 µg L-1 para o cetoprofeno, 5,0, 100,0 e 400,0 µg L-1 para a 
carbamazepina e o diclofenaco e 1,0, 100,0 e 400,0 µg L-1 para a losartana). A 
exatidão do método foi verificada por meio de testes de recuperação relativa dos 
analitos, considerando valores aceitáveis aqueles entre 40 e 120%36. A precisão foi 
calculada através do desvio padrão relativo (RSD), considerando valores aceitáveis 
aqueles inferiores a 45%, conforme recomenda a literatura36. A precisão intradia foi 
avaliada utilizando três determinações para cada nível fortificado no mesmo dia e a 










4.7 Teste de robustez 
 
Um teste de robustez foi realizado utilizando-se o método de Youden37. Foram 
selecionadas 7 variáveis otimizadas no método, sendo essas a porcentagem de NaCl, 
pH da amostra, volume de amostra e de solvente de dessorção, massa de bráctea e 
ciclos de extração e dessorção, com pequena variação dos valores, onde a alteração 
aplicada a cada variável está apresentada na Tabela 7. 
 
Tabela 7. Parâmetros selecionados para realização do teste de Youden. Fonte: 
Autoria própria. 
Efeito Condição Nominal Variação 
Ciclo de extração 11 A 10 a 
Ciclo de dessorção 6 B 7 b 
Volume de dessorção 100 µL C 110 µL c 
Volume de extração 800 µL D 790 µL d 
pH 3,0 E 2,5 e 
Sal 25% F 24% f 
Massa de bráctea 5 mg G 5,5 mg g 
 
 Através dos parâmetros escolhidos e da variação determinada, foi possível 
gerar uma combinação, entre a condição nominal e a variação, apresentada na Tabela 
8. 
Tabela 8. Combinação entre os parâmetros da condição nominal e da variação 
escolhida. Fonte: Autoria própria. 
Efeito 
Combinação de Parâmetros 
Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4 Exp. 5 Exp. 6 Exp. 7 Exp. 8 
A/a A A A A a a a a 
B/b B B b b B B b b 
C/c C C C c C c C c 
D/d D D D d d d D D 
E/e E E E e e E e E 
F/f F F F F F f f F 




 Os resultados do teste foram apresentados através do gráfico de Lenth’s. A 
partir dos desse gráfico, foi possível avaliar se a variação dos parâmetros afetaria 
significativamente os resultados. Para a realização de todo o procedimento, utilizou-
se Microsoft Excel 2016 e o Action Stat 3. 
 
4.8 Aplicação do método proposto em amostras de efluentes hospitalares 
 
 O método desenvolvido foi aplicado em quatro amostras de efluentes 
hospitalares. Todas as amostras utilizadas neste estudo foram obtidas de uma 
empresa localizada na cidade de Florianópolis-SC. Por questão de sigilo, o nome da 
empresa e o local de coleta das amostras não podem ser divulgados. 
 
4.9 Segurança no trabalho 
 
 Para prevenir acidentes que podem afetar a saúde e integridade física, todas 
as atividades foram realizadas sob o uso de equipamentos de proteção individual, 
como, por exemplo, jaleco e luvas de nitrilo. Além disso, o laboratório possui 
equipamentos de proteção coletiva, como capela de exaustão de gases, que foi 
utilizada para o manuseio e preparo de soluções. 
 Todos os resíduos gerados neste projeto foram armazenados em frascos 
apropriados e encaminhados para serem tratados de acordo com a gestão de 
resíduos da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) sob o código 160506, 
segundo a Instrução Normativa no 13/2012 do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente 
(IBAMA). Os resíduos foram coletados pela empresa Proactiva Meio Ambiente Brasil 
LTDA e então encaminhados à empresa Momento Engenharia Ambiental S.A., onde 











5 Resultados e discussão 
 
5.1 Separação cromatográfica 
 
 Inicialmente, foi otimizada a separação cromatográfica dos cinco analitos 
utilizando uma solução trabalho de 5 mg L-1 preparada em metanol. Foi empregado 
um gradiente de solvente entre acetonitrila e água ultrapura, ambos acidificados com 
ácido fórmico, conforme descrito na seção 4.2, totalizando 25 minutos de corrida 
cromatográfica. A identificação dos analitos foi confirmada com a injeção dos padrões 
analíticos individuais. Os tempos de retenção obtidos e o detector utilizado para cada 
analito estão representados na Tabela 9 e um cromatograma mostrando a separação 
cromatográfica obtida está apresentado na Figura 6. 
 





Tempo de retenção (min) 
carbamazepina DAD 6,10 
losartana FLD 7,34 
cetoprofeno DAD 14,70 
naproxeno FLD 15,62 
diclofenaco FLD 22,7 
 
 Figura 6. Cromatograma da separação dos cinco fármacos. Ordem de eluição: 





 Observando a Figura 6, pode-se concluir que houve uma boa separação 
cromatográfica dos compostos em estudo. A separação se deve ao fato dos analitos 
possuírem uma variação entre seus valores de log Kow, (Tabela 1), resultando em 
diferentes graus de interação com a coluna cromatográfica utilizada. Sendo assim, 
prosseguiu-se com as otimizações do método. 
 
5.2 Otimização do método 
 
5.2.1 Otimização univariada do pH da amostra 
   
Nesta etapa, uma otimização univariada foi empregada para determinar em 
qual pH da amostra a extração dos analitos seria mais eficiente utilizando a bráctea 
como fase extratora. É desejável que os analitos estejam presentes na amostra em 
sua forma neutra, por isso, baseado nos seus valores de pKa (Tabela 1), foram 
estudados 3 valores de pH, sendo eles 3,0; 5,0 e 7,0. No gráfico de barras 
apresentado na Figura 7, os resultados desse estudo estão representados utilizando 
a média normalizada das áreas dos picos cromatográficos para cada analito. 
 
Figura 7. Gráfico de barras obtido para os diferentes valores de pH estudados. 
Analitos: (1) carbamazepina, (2) losartana, (3) cetoporfeno, (4) naproxeno e (5) 
diclofenaco. (*Condições utilizadas: fortificação de 300 µg L-1 dos analitos, sem adição 
de sal, 5 ciclos de extração de 30 s, 10 mg de bráctea, 700 µL de amostra, 1 ciclo de 
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Observando os resultados apresentados na Figura 7, é possível verificar que o 
pH 3,0 proporcionou melhores respostas que os demais valores de pH para todos os 
analitos. Neste caso, a eficiência de extração é melhorada ao diminuir o pH para 
compostos ácidos, como é o caso dos fármacos determinados nesse estudo, pois 
assim as formas neutras desses compostos predominam, o que aumenta a interação 
dos analitos com a fase extratora.  Portanto, fixou-se o pH em 3,0 como condição 
otimizada. 
 
  5.2.2 Otimização massa da bráctea 
  
 A quantidade de sorvente presente na ponteira de DPX deve permitir uma 
mistura dinâmica entre a fase extratora e a amostra. Diante disso, massas entre 5 e 
20 mg de bráctea foram avaliadas, de maneira univariada. As respostas obtidas estão 
apresentadas no gráfico de barras, representado na Figura 8.  
 
Figura 8. Gráfico de barras obtido para avaliação da massa de bráctea 
adicionada à ponteira de DPX. Analitos: (1) carbamazepina, (2) losartana, (3) 
cetoporfeno, (4) naproxeno, (5) diclofenaco. (*Condições: fortificação de 300 µg L-1 
dos analitos, pH mantido em 3,0, sem adição de sal, 5 ciclos de extração de 30 s, 700 
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 Conforme apresentado na Figura 8, os melhores resultados foram obtidos 
utilizando-se 5,0 mg de bráctea para a losartana, cetoprofeno e diclofenaco e 10 mg 
para a carbamazepina e o naproxeno. No entanto, visto que quantidades maiores de 
sorvente podem dificultar uma mistura dinâmica com a amostra aquosa, 
possivelmente devido a formação de pequenos aglomerados, uma massa de 5,0 mg 
de fase extratora foi escolhida como condição otimizada. 
 
  5.2.3 Otimização do solvente de dessorção 
 
 Para realizar a escolha do melhor solvente de dessorção líquida, foi empregado 
um planejamento multivariado simplex-centroide. Para isso, foram testados 
acetonitrila, metanol, água ultrapura e misturas desses solventes. No total, 12 
experimentos foram realizados e utilizando a média geométrica das áreas dos picos 
cromatográficos, gerou-se a superfície representada na Figura 9, na qual apresentou 
uma função quadrática com coeficiente de determinação igual a R² = 0,9544. 
 
Figura 9. Simplex-centroide obtido para a escolha do melhor solvente de 
dessorção (*Condições: fortificação de 300 μg L-1 dos analitos, pH mantido em 3,0, 
sem adição de sal, 5 ciclos de extração de 30 s, 5 mg de bráctea, 700 μL de amostra, 




 Através dos resultados apresentados na Figura 9, percebe-se que a região 
próxima a água ultrapura apresenta respostas muito baixas. Entretanto, a região entre 
acetonitrila e metanol apresentou os melhores resultados, devido aos analitos 
apresentarem características menos polares. Utilizando ACN/MeOH 50:50 (v/v) foi 
obtida uma maior quantidade de analito dessorvido da fase extratora, sendo então 
essa mistura de solventes escolhida como condição otimizada. 
 
5.2.4 Otimização do número de ciclos e volume de dessorção 
 
 Realizou-se um planejamento multivariado Doehlert para avaliar a influência 
entre o número de ciclos de extração e o volume do solvente de extração. Nesse 
estudo foram realizados 9 experimentos onde variou-se o número de ciclos entre 1 a 
10 e quantidade de volume utilizado de 100 a 300 µL.  A partir dos experimentos 
realizados, foram adotadas as médias geométricas das áreas dos picos 
cromatográficos para obter a superfície de resposta apresentada na Figura 10. 
 
Figura 10. Superfície de resposta obtida pelos resultados do planejamento 
Doehlert. (*Condições: fortificação de 300 μg L-1 dos analitos, pH mantido em 3,0, sem 
adição de sal, 5 ciclos de extração de 30 s, 5 mg de bráctea, 700 μL de amostra, 1 




 Nota-se através da Figura 10, que os melhores resultados são obtidos quando 
se utiliza menores volumes de solvente e aumenta-se o número de ciclos dessorção. 
A utilização de um volume menor, indica uma maior pré-concentração dos analitos. Já 
o aumento do número de ciclos está relacionado com o equilíbrio entre a dessorção 
do analito da fase extratora para o solvente de dessorção. No entanto, a partir de 7 
ciclos os resultados obtidos foram muito próximos. Sendo assim, escolheu-se como 
condições otimizadas um volume de 100 µL de solvente e 7 ciclos de dessorção. 
 
5.2.5 Otimização para adição de sal, volume de amostra e ciclos de 
extração 
 
 A otimização da adição de sal, volume de amostra e ciclos de extração foi 
realizada através de um planejamento composto central, para tanto, variou-se o 
número de ciclos entre 1 a 11, o volume da amostra de 164 a 836 µL e adição de NaCl 
entre 0 e 30%. A superfíce resposta apresentada na Figura 11 foi obtida através das 
médias geométricas das áreas dos picos cromatográficos correspondentes aos 



















Figura 11. Superfícies de resposta obtidas após a otimização multivariada do 
número de ciclos de extração, volume de amostra e adição de sal. (A) Ciclos de 
extração versus volume de amostra; (B) Ciclos de extração versus % de NaCl e (C) % 
de NaCl versus volume de amostra. (*Condições: fortificação de 300 μg L-1 dos 
analitos, pH mantido em 3,0, 5 mg de bráctea, 7 ciclos de dessorção de 30 s, 100 μL 
de ACN/MeOH 50:50 (v/v)). Fonte: Autoria própria. 
 
  
Analisando as superfícies de resposta apresentadas na Figura 11, observa-se 
que quanto maior o número de ciclos de extração, volume da amostra e porcentagem 
de sal, também é maior a eficiência de extração. A maior eficiência de extração 
utilizando uma maior quantidade de NaCl pode ser explicada pelo efeito salting out, 
ou seja, ao aumentar a força iônica de uma amostra aquosa, a solubilidade de 
compostos orgânicos pode diminuir, facilitando sua migração para a fase sorvente. 
Sendo assim, as condições otimizadas escolhidas foram 11 ciclos de extração com 







5.3 Avaliação da etapa de limpeza da bráctea na DPX 
 
 É necessário efetuar uma etapa de limpeza entre cada novo experimento para 
eliminar qualquer resquício que possa interferir nos resultados das próximas 
extrações. Para saber o número adequado de ciclos para uma limpeza completa, fez-
se uma extração com todas as condições otimizadas e posteriormente foi realizado 
limpezas utilizando 100 µL de ACN e MeOH 50:50 (v/v). Segundo os resultados 
obtidos, 1 ciclo de limpeza com a mistura de solventes mostrou-se eficaz para a 
retirada total dos analitos da fase extratora, entretanto optou-se pela realização de 2 
ciclos de limpeza como condição otimizada. 
 
5.4 Figuras analíticas de mérito 
 
 Após a otimização do método, figuras analíticas de mérito foram empregadas 
para avaliar o método proposto e estão apresentadas na Tabela 10. Os coeficientes 
de correlação (R) das curvas analíticas variaram de 0,9898 para a losartana a 0,9999 
para o cetoprofeno, indicando boas correlações lineares. Os limites de detecção 
apresentaram valores entre 0,03 µg L-1 para o naproxeno a 3,03 µg L-1 para 
cetoprofeno e os limites de quantificação variaram entre 0,10 µg L-1 para o naproxeno 
a 10 µg L-1 para o cetoprofeno. 
 
Tabela 10. Faixas lineares de trabalho, coeficientes de correlação e limites de 
detecção e quantificação obtidos. 
Analitos 
Faixa linear de 
trabalho 
 (µg L-1) 
R LOD (µg L-1)a LOQ (µg L-1)b 
Carbamazepina 5,00 – 400,00 0,9961 1,51 5,00 
Cetoprofeno 10,00 – 400,00 0,9999 3,03 10,00 
Losartana 1,00 – 400,00 0,9898 0,30 1,00 
Naproxeno 0,10 – 400,00 0,9963 0,03 0,10 
Diclofenaco 5,00 – 400,00 0,9995 3,03 5,00 
aLOD: LOQ/3,3 




5.5 Exatidão e precisão do método 
 
A avaliação da exatidão e precisão do método proposto foi realizada utilizando 
amostra de efluente hospitalar fortificada com 3 níveis de concentração para cada 
analito, sendo o primeiro igual ao LOQ, um nível intermediário e terceiro sendo a maior 
concentração da faixa linear de trabalho. Para a determinação da exatidão, realizou-
se em triplicata ensaios de recuperação relativa dos analitos. Já a precisão do método 
foi calculada pelo desvio padrão relativo (RSD), sendo os ensaios da precisão intradia 
realizados no mesmo dia e a precisão interdia com ensaios realizados em 3 dias 
diferentes. Os resultados obtidos estão apresentados na Tabela 11. 
 
Tabela 11. Recuperações relativas e precisões intradia e interdia para a 















(n = 9) 
Carbamazepina 
5,00 100 16 20 
100,00 116 9 12 
400,00 86 3 6 
Cetoprofeno 
10,00 108 7 6 
100,00 117 7 14 
400,00 86 4 8 
Losartana 
1,00 134 20 11 
100,00 113 12 16 
400,00 80 13 15 
Naproxeno 
0,10 67 14 14 
100,00 108 9 9 
 400,00 95 5 3 
Diclofenaco 
5,00 110 10 3 
100,00 102 10 14 




 Segundo a AOAC (Associação de Químicos Analíticos Oficiais, do inglês 
Association of Official Analytical Chemists )38, os valores aceitáveis para precisão e 
recuperação dos analitos, com faixas trabalhadas em parte por bilhão, estão entre 40 
a 120%35. Os resultados mostram que a recuperação relativa variou de 67% a 134%, 
sendo este último referente a losartana na concentração de 1 µg L-1. O valor elevado 
de recuperação relativa nesse caso pode estar relacionado com a baixa concentração 
do analito. Os ensaios de precisão intradia apresentaram valores na faixa de 2 a 20%, 
já os ensaios de precisão interdia variaram de 3 a 20%. Todos os resultados obtidos 
de precisões intradia e interdia apresentam valores menores que 45%, portanto, todos 
estão de acordo com os parâmetros estabelecidos pela AOAC38. 
 
5.6 Teste de Robustez 
 
 O teste de Robustez de Youden foi aplicado para avaliar a robustez do método 
proposto. Foram selecionados 7 parâmetros otimizados no método, nos quais foram 
número de ciclos de extração e dessorção, volumes de extração e dessorção, pH da 
amostra, porcentagem de sal e massa da bráctea utilizada na ponteira de DPX. A partir 
dos dados gerados nos experimentos realizados de acordo com as Tabelas 7 e 8, foi 
possível construir o gráfico de Lenth’s, apresentado na Figura 12.  
O gráfico de Lenth’s representa os 7 fatores delimitados entre duas linhas 
tracejadas – a margem de erro (ME) e a margem de erro simultânea (SME).  A primeira 
é utilizada quando se avalia apenas um parâmetro por vez, já a SME é usada quando 
se avalia mais de um parâmetro simultaneamente. Para ambos os casos, respostas 
abaixo da margem indicam que o efeito dos parâmetros não apresenta significância 
sob a robustez do método39. 
Com base no gráfico obtido, é possível perceber que nenhum dos fatores 










Figura 12. Gráfico de Lenth’s. Fonte: Autoria própria. 
 
 
5.7 Aplicação em amostras de efluentes hospitalares 
 
 O método desenvolvido foi aplicado para determinação de fármacos em 4 
amostras diferentes de efluentes hospitalares. As amostras não apresentaram picos 
cromatográficos nas regiões dos analitos estudados, salvo uma amostra que 
apresentou um pico na região referente a carbamazepina, porém não foi possível 
quantificar devido a concentração estar abaixo do valor de LOQ. 
 
5.8 Comparação com estudos descritos na literatura 
 
 O método desenvolvido nesse trabalho também foi comparado com outros 
métodos reportados na literatura na determinação de fármacos em amostras de água, 
conforme mostrado na Tabela 14. É possível perceber que o método proposto faz uso 
de pequenos volumes de amostra e solvente, gerando baixa quantidade de resíduos. 
Além disso, o método requer poucos minutos para a realização do procedimento de 





Tabela 12. Comparação do método proposto com estudos previamente 
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 Neste estudo foi desenvolvida uma metodologia analítica empregando o uso do 
biossorvente bráctea como fase extratora para DPX, com o objetivo de detectar e 
quantificar os fármacos carbamazepina, cetoprofeno, diclofenaco, losartana e 
naproxeno em amostras de efluentes hospitalares. O método apresentou resultados 
satisfatórios, com ótimos limites de detecção e quantificação, variando de 0,03 a 3,03 
µg L-1 e 0,10 a 10 µg L-1, respectivamente. Boas recuperações relativas dos analitos 
foram obtidas, com exceção apenas da losartana que apresentou recuperação relativa 
de 134% na concentração de 1 µg L-1. Através do método de robustez de Younden e 
da análise do gráfico de Leth’s, conclui-se que o método é robusto, ou seja, pequenas 
variações dos parâmetros utilizados não afetam os resultados dos experimentos. 
O método possui vantagens por utilizar baixos volumes de amostra e solvente, no 
qual reduz a quantidade de resíduos gerados pelas análises. O tempo total gasto para 
realização de todo o procedimento é relativamente pequeno, indicando uma boa 
frequência analítica. Além disso, o método utiliza como fase extratora um biossorvente 
natural, que apresentou uma eficiência de extração satisfatória, tornando-se uma 
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